(12) DEIMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propriety 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication internationale 
31 octobre 2002 (31.10.2002) 




MM Hill I 



(10) Numero de publication internationale 

PCT WO 02/085827 Al 



(51) Classification internationale des brevets 7 : 

C07C 35/44, 29/76 

(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FR02/01L30 

(22) Date de depot international : 2 avril 2002 (02.04.2002) 

(25) Langue de depot : francais 

(26) Langue de publication : francais 

(30) Donnees relatives a la prior ite : 

01/04493 3 avril 2001 (03.04.2001) FR 

(71) Deposant (pour tous les Etals designes sauf US) : LAB- 
ORATOIRES PHARMA SCIENCE [FR/FR]; 10, avenue 
de r Arche, F-92400 Courbevoie (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : PICCIR- 
ILLI, Antoine [FR/FR]; 39 Avenue des Etats-Unis, 
F-78000 Versailles (FR). LEGRAND, Jacques [FR/FR]; 
Les Ferrettes, F-61290 Neuilly sur Eure (FR). BROUTIN, 
Nicole [FR/FR]; 21, rue Florimond Robertet, F-28800 
Alluyes (FR). 

(74) Mandataires : MARTIN, Jean-Jacques etc.; Cabinet 
Regimbeau, 20, rue de Chazelles, F-75847 Paris Cedex 17 
! (FR). 



(81) Etats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, 
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, 
SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, 
YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Etats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM, KE, 
* LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), brevet 
eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet 
europeen (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, 
IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), brevet OAPI (BF, BJ, 
CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, 
TD, TG). 

Declaration en vertu de la regie 4.17 : 

— relative a la qua I ite d'inventeur (regie 4.17.iv)) pour US 
seulement 

Publiee : 

— avec rapport de recherche internationale 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



^ (54) Title: EXTRACT FROM THE PODS OF LUPIN SEEDS CONTAINING LUPEOL 
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OO (57) Abstract: The invention relates to an extract from the pods of lupin seeds containing lupeol, more particularly an extract 
wherein the content thereof by weight is greater than 30 %, preferably greater than 50 %, even more advantageously 70 - 100 %. 
f^l The invention also relates to a method for obtaining said extract. 

(57) Abreg£ : La presente invention conceme un extrait de coques de graines de lupin contenant du lupeol, en particulier un ex trait 
£^ presentant un taux superieur a 30% en poids, avantageusement superieur a 50% en poids, de maniere encore plus avantageuse compris 
^ entre 70 et 100% en poids. Linvention a Sgalement pour objet un procede d'obtention d ? un tel extrait. 
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EXTRAIT DE COQUES DE GRAINES DE LUPIN CONTESTANT DU LUPEOL 



La presente invention concerne un extrait de coques de graines de lupin 
5 contenant du lupeol, en particulier un extrait riche en lupeol. L'invention a egalement 
pour objet un procede d'obtention d'un tel extrait 

Le lupin est une plante assez repandue, que Ton trouve en Europe, en Asie, 
ainsi qu'en Amerique du Nord et du Sud. Ce vegetal est un proche parent du pois, de la 
feve, du soja et du haricot. Plusieurs especes de lupin peuvent etre citees comme etant 
10 les plus connues : lupinus albus (lupin blanc), lupinus angustifolius (lupin bleu), 
lupinus luteus (lupin jaune), lupinus mutabilis (lupin changeant), lupinus graecus, 
lupinus micranthus Guss, lupinus hispanicus, lupinus pilosus, lupinus cosentinii, 
lupinus atlanticus, lupinus princei et lupinus somaliensis. Une des especes les plus 
courantes sur le territoire europeen est le lupin blanc doux (lupinus albus), notamment 
15 la variete Ares presentant le gene pauper. 

Alors que les graines de lupin sont traditionnellement employees en tant 
qu'engrais ainsi que dans Falimentation humaine et animale pour leur forte teneur en 
proteines, les coques ou pellicules de graines de lupin n'ont que tres rarement ete 
utilisees dans Findustrie. EUes constituent neanmoins une source naturelle riche en 
20 lupeoL 

Le lupeol (1) appartient a la famille des triterpenes et plus particulierement a 
celle des alcools triterpeniques. 
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Le lupeol presente un interet certain de par ses nombreuses activites 
biologiques. II est notamment connu pour ses proprietes anti-inflammatoires (Singh S. 
et coll., Filoterapia, 1997, 68, No. 1, 9) et analgesiques (De Miranda A. L. et coll., 
Planta Med, 2000, 66(3), 284), son action nephroprotectrice vis-a-vis des metaux 
5 lourds (Nagaraj M. et coll., J. Appl Toxicol, 2000, 20(5), 413), son action anti- 
histaminique (De Medrano Villar M. J. et coll., Methods Find Exp. Clin. Pharmacol, 
1997, 19, No. 8, 515), ses activites anti-mitotiques (Zachariah R. et coll., Indian J. 
Pharm. Set, 1994, 56, No. 4, 129) et anti-virales (Kahlos K., Filoterapia, 1996, 67, 
No. 4, 344). 

10 Le lupeol peut egalement etre utilise en tant qu'interniediaire de synthese, 

notamment pour la preparation de phyto-hormones et d' analogues de steroides. 

Le lupeol est present dans de nombreux vegetaux tels que PAloe vera ou 
Pecorce de Crataeva nurvala. II a ete isole a plusieurs reprises a partir de plantes 

15 diverses comme le Bresk. II n'a cependant jamais ete extrait des coques de lupin. Une 
huile de lupin contenant du lupeol a ete extraite a partir de graines de lupin dans le 
brevet FR 2 762 512, mais l'huile provenait alors des graines prealablement 
decortiquees et done debarrassees de leurs coques, et le lupeol contenu dans Thuile 
presentait une teneur maximale de 0,5% en poids par rapport a la composition totale de 

20 l'huile. 

Or, les coques de lupin constituant une source potentielle riche en lupeol, de 
bon marche et de bien meilleure disponibilite que la plupart de ses homologues, il 
existait ainsi un besoin d'isoler un extrait de coques de graines de lupin, notamment 
riche en lupeol, et de mettre au point ion procede d'obtention d'un tel extrait. Le lupin 
25 en general, et le lupin blanc (lupinus albus) en particulier, est en effet un 
oleoproteagineux cultive a grande echelle, avec les techniques agricoles modemes, par 
opposition aux plantes moins repandues qui contiennent du lupeol, a Tinstar de PAloe 
vera et de Crataeva nurvala. 

30 
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La presente invention a ainsi pour objet un extrait de coques de graines de lupin 
contenant du lupeol. Avantageusement, 1'extrait selon la presente invention presente 
un taux de lupeol superieur a 30% en poids, de preference superieur a 50% en poids. 
De maniere encore plus avantageuse, Textrait de coques de graines de lupin selon la 
5 presente invention presente un taux de lupeol compris entre 70 et 100%. 

Par le terme de "coque de graine de lupin", on entend au sens de la presente 
invention, la pellicule entourant la graine. Les coques represented en moyenne 15% en 
poids de la graine seche. 

L' extrait selon la presente invention est prepare a partir de coques de graines de 
10 lupin issues de T operation de decorticage mecanique des graines. 

Dans un mode de realisation particulier de la presente invention, le lupin est 
choisi dans le groupe constitue par le lupinus angustifolius, le lupinus albus, le lupinus 
luteus, le lupinus mutabilis, le lupinus graecus, le lupinus micranthus Guss, le lupinus 
hispanicus, le lupinus pilosus, le lupinus cosentinii, le lupinus atlanticus, le lupinus 
15 princei et le lupinus somaliensis. Selon la presente invention, le lupin est 
avantageusement le lupinus albus (lupin blanc doux), de genre europeen, de preference 
la variete Ares portant le gene pauper. 

La presente invention a egalement pour objet un procede d'obtention d'un 
20 extrait de coques de graines de lupin selon la presente invention. 

Avantageusement, le procede selon la presente invention comprend au moins la 
succession d'etapes suivantes : 

broyage des coques de lupin, 

extraction des lipides totaux contenus dans les coques de lupin broyees a 
25 l'aide d'un solvant organique choisi dans le groupe constitue par les alcanes 

aliphatiques, les alcanes aromatiques, les alcools aliphatiques et leurs derives 
halogenes, et 

purification des lipides obtenus pour obtenir un extrait riche en lupeol. 

30 Les coques isolees des graines sont broyees a Paide d'un broyeur a cylindre ou 

a marteaux. Le procede d'obtention d'lm extrait riche en lupeol selon la presente 
invention repose sur Pextraction des lipides contenus dans les coques de lupin a l'aide 
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(Tun solvant organique. Avantageusement, le solvant organique est Phexane. Les 
coques epurees presentent generalement une teneur en lipides totaux comprise entire 
0,5 et 5% en poids par rapport au poids total des coques. 

Par le terme d' extrait "riche en lupeol", on entend au sens de la presente 
5 invention, un extrait presentant un taux de lupeol superieur a 30% en poids, 
avantageusement superieur a 50% en poids, et de maniere encore plus avantageuse 
compris entre 70 et 100% en poids. 

La purification des lipides obtenus pour obtenir un extrait riche en lupeol selon 
la presente invention est mise en ceuvre alternativement par les procedes A, B et C 
10 decrits ci-dessous. 

Dans un mode de realisation particulier de la presente invention (procede A), la 
purification des lipides totaux extraits des coques de lupin comprend au moins la 
succession d'etapes suivantes : 

concentration du milieu reactionnel contenant les lipides par evaporation 
15 du solvant organique sous vide afin d' obtenir une teneur en lipides comprise 

entre 0,1 et 90 % en poids, avantageusement entre 10 et 30 % en poids, de 
maniere encore plus avantageuse 20% en poids, et 
cristallisation. 

Selon la presente invention, il est ainsi possible d'obtenir directement un extrait 
20 riche en lupeol par cristallisation directe de la solution organique obtenue lors de 
l'etape d' extraction des lipides totaux presents dans les coques de lupin. Apres 
concentration du milieu reactionnel contenant les lipides, la solution est ensuite 
refroidie afin d'amorcer la cristallisation du lupeol. L'extrait obtenu riche en lupeol 
peut ensuite etre purifie par une ou plusieurs etape(s) de recristallisation, notamment 
25 dans Thexane. 

Dans un autre mode de realisation de la presente invention (procede B), la 
purification des lipides totaux extraits des coques de lupin comprend au moins la 
succession d'etapes suivantes : 
30 - evaporation du solvant sous vide, puis dissolution dans un alcool 

aliphatique, 

saponification, 
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cristallisation par refroidissement, et 
filtration et/ou lavage et/ou essorage. 
Selon la presente invention, l'alcool aliphatique est avantageusement l'ethanol 
et le solvant utilise lors de l'etape de saponification est avantageusement la potasse 
5 alcoolique. Apres saponification, la solution hydro-alcoolique obtenue est soumise a 
une cristallisation fractionnee par refroidissement. Apres filtration et/ou lavage et/ou 
essorage, l'extrait solide obtenu peut presenter une teneur en lupeol d'au moins 30 % 
en poids, avantageusement d'au moins 50 % en poids, de maniere encore plus 
avantageuse d'au moins 60 % en poids. L'extrait obtenu riche en lupeol peut ensuite 
1 0 etre purifie par une ou plusieurs etape(s) de recristallisation, notamment dans l'hexane. 

Dans un autre mode de realisation de la presente invention (procede C), la 
purification des lipides totaux extraits des coques de lupin comprend au moins la 
succession d'etapes suivantes : 
15 . evaporation du solvant sous vide, puis dissolution dans un alcool 

aliphatique, 

saponification, 

extraction liquide-liquide des insaponifiables des lipides de coques de 
lupin a l'aide d'un solvant organique choisi dans le groupe constitue par les 
20 aicanes aliphatiques et leurs derives halogenes, et 

- purification des insaponifiables par lavage, de preference a l'eau, puis 
evaporation des solvants sous vide et sechage. 

Selon la presente invention, il est ainsi possible d'obtenir un extrait riche en 
lupeol en procedant a une saponification du milieu reactionnel contenant les lipides 

25 totaux extraits des coques de lupin, puis a une extraction de la fraction insaponifiable 
des lipides de coques de lupin. 

Par le terme d"'insaponifiable", on entend au sens de la presente invention, la 
fraction d'un corps gras qui, apres action prolongee d'une base alcaline, reste insoluble 
dans l'eau et peut etre extraite par un solvant organique. 

30 Selon la presente invention, l'extraction liquide-liquide est mise en ceuvre dans 

une colonne pulsee a contre-courant en presence d'un solvant presentant une grande 
affinite vis-a-vis des insaponifiables, tel que les aicanes aliphatiques et leurs derives 
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halogenes. Avantageusement seloa la presente invention, le solvant organique pour 
Petape d' extraction liquide-liquide est le dichloroethane. La phase organique en sortie 
de colonne est alors lavee a Peau, puis evaporee sous vide et le residu est seche. 
L'extrait obtenu riche en lupeol peut ensuite etre purifie par une ou plusieurs etape(s) 
5 de recristallisation, notamment dans Phexane. 

Toutes les etapes de procedes selon la presente invention sont bien connues de 
rhomme du metier. 

Les exemples suivants sont donnes a titre non limitatif et illustrent la presente 
invention. 

10 

Exemples de realisation de P invention 

La matiere premiere utilisee est constitute des coques de graines de lupin blanc doux 
de la variete Ares, portant le gene pauper. La teneur en lipides totaux des coques de 
1 5 lupin est egale a 1 ,8% en poids. 

L Extraction des lipides totaiix : 75 kg de coques de lupin sont prealablement 
broyes a l'aide d'un broyeur a marteaux. Le broyat obtenu est ensuite charge dans un 
filtre agite de type GUEDU afm de subir 8 lavages successifs a Phexane (90 litres 

20 d'hexane engages par lavage). La temperature d'extraction est fixee a 45°C. Chaque 
lavage comprend : un envoi de solvant frais dans le filtre, une agitation de la 
suspension pendant 15 minutes, et enfin une filtration de 15 minutes afm de recuperer 
le miscella. En fin de processus, les coques de lupin delipidees sont soufflees a la 
vapeur d'eau, sous vide, a une temperature de 50°C, afin d'extraire du gateau le 

25 miscella residuel. Les phases miscella sont enfin rassemblees, puis evaporees sous 
vide, par injection de vapeur sous vide, a 120°C. Cette operation est controlee de fa?on 
a obtenir une solution hexanique A presentant ime teneur en lipides totaux comprise 
entre 15 et 30 %, preferentiellement 20% en poids. 

30 
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2. Extraction du lupeol : 



2.1 Procede A : 

La solution hexanique A, obtenue lors de l'extraction des lipides totaux, est refroidie a 
5 20°C et laissee sous agitation lente pendant 12 heures. Elle est ensuite filtree sur 
buchner de facon a recuperer l'extrait cristallise riche en lup6ol. Cet extrait est enfin 
lave par de l'hexane froid (15°C) puis seche a 60°C dans une etuve a vide pendant 48 
heures. 

L'extrait A obtenu se presente sous la forme d'une poudre jaune clair, titrant 76 % en 
1 0 lupeol. Le rendement global d' extraction du lupeol est de 72 %. 

2.2 Procede A suivi d 'une etape de recristallisation : 

500 g de l'extrait A obtenu a l'exemple 1 sont purifies par recristallisation dans 
l'hexane. L'extrait solide est en effet dissout dans l'hexane (solution a 10% en poids). 

1 5 Le melange est porte a 70 °C a reflux pendant 1 5 minutes, jusqu'a solubilisation totale 
de l'extrait. La temperature est alors ramenee a 20°C et maintenue sous agitation lente 
jusqu'a precipitation totale du lupeol. Ce dernier est ensuite filtre, lave par de l'hexane 
froid, puis enfin seche a 60°C dans une etuve a vide pendant 48 heures. 
L'extrait B obtenu se presente sous la forme d'une poudre blanche, titrant 95% en 

20 lupeol. Le rendement global d' extraction du lupeol est de 65 %. 

2.3 Procede B : 

2 kg de solution hexanique A obtenue lors de l'extraction des lipides totaux sont 
totalement evapores, sous un vide de 200 mbar et par injection de vapeur vive a 120°C. 

25 Le solide obtenu est alors repris par 900 ml d'ethanol. Cette nouvelle solution 
ethanolique est alors saponifiee dans un reacteur agite, muni d'une double enveloppe, 
en presence de 240 g de potasse alcoolique a 50%. La reaction de saponification est 
effectuee a reflux pendant 4 heures et a une temperature de 70°C. La solution 
savonneuse est ensuite ramenee a une temperature de 20°C et maintenue sous agitation 

30 lente pendant 24 heures jusqu'a precipitation totale du lupeol. Ce dernier est ensuite 
filtre, lave par de l'hexane froid, puis enfin seche a 60°C dans une etuve a vide pendant 
48 heures. 
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L'extrait soiide obtenu se presente sous la forme d'une poudre blanchatre, titrant 84 % 
en lupeol. Le rendement global d' extraction du lupeol est de 91 %. 

2.4 ProcedeC: 

5 2 kg de solution hexanique A obtenue lors de l'extraction des lipides totaux sont 
totalement evapores, sous un vide de 200 mbar, par injection de vapeur vive a 120°C. 
Le soiide obtenu est alors repris par 900 ml d'ethanol. Cette nouvelle solution 
ethanolique est alors saponifiee dans un reacteur agite, muni d'une double enveloppe, 
en presence de 240 g de potasse alcoolique a 50%. La reaction de saponification est 

10 effectuee a reflux pendant 4 heures et a une temperature de 70°C. La solution 
savonneuse obtenue est ensuite diluee par de l'eau adoucie (dilution 50/50 volumique). 
Cette nouvelle solution hydro-alcoolique est alors envoyee au pied d'une colonne 
pulsee a contre courant La tete de la colonne est alimentee quant a elle en 1,2- 
dichloroethane utilise comme solvant d' extraction du lupeol. La phase organique 

15 obtenue subit alors les operations unitaires classiques de purification suivantes : 

1) lavage a l'eau dans une colonne a contre-courant 

2) evaporation sous vide dans un evaporateur rotatif 

3) sechage du residu dans une etuve a vide (70°C, 48 heures). 

L'extrait C obtenu se presente sous la forme d'une poudre jaune clair, titrant 85 % en 
20 lupeol. Le rendement global d' extraction du lupeol est de 87 %. 

2.5 Procede C suivi d'une etape de recristallisation : 

200 g d'extrait C obtenu a l'exemple 3 peuvent etre purifies par recristallisation dans 
1'hexane. L'extrait soiide est en effet dissout dans l'hexane (solution a 10%). Le 

25 melange est porte a 70 °C a reflux pendant 15 minutes, jusqu'a solubilisation totale de 
l'extrait. La temperature est alors ramenee a 20°C et maintenue sous agitation lente 
jusqu'a precipitation totale du lupeol. Ce dernier est ensuite filtre, lave par de l'hexane 
froid puis enfin seche a 60°C dans une etuve a vide pendant 48 heures. 
L'extrait D obtenu se presente sous la forme d'une poudre blanche, titrant 96,5 % en 

30 lupeol. Le rendement global d'extraction du lupeol est de 70 %. 
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REVENDICATIONS 



5 1 . Extrait de coques de graines de lupin contenant du lupeol. 

2. Extrait selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il presente un taux de 
lupeol superieur a 30% en poids, de preference superieur a 50% en poids. 

10 3. Extrait selon l'une quelconque des revendications 1 et 2, caracterise en ce qu'il 
presente un taux de lupeol compris entre 70 et 100% en poids. 

4. Extrait selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que le 
lupin est choisi dans le groupe constitue par le lupinus angustifolius, le lupinus albus, 

15 le lupinus luteus, le lupinus mutabilis, le lupinus graecus, le lupinus micranthus Guss, 
le lupinus hispanicus, le lupinus pilosus, le lupinus cosentinii, le lupinus atlanticus, le 
lupinus princei et le lupinus somaliensis. 

5. Extrait selon la revendication 4, caracterise en ce que le lupin est le lupinus 
20 albus, de preference la variete Ares portant le gene pauper. 

6. Procede d'obtention d'un extrait selon l'une quelconque des revendications 
precedentes. 

25 7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il comprend au moins la 
succession d'etapes suivantes : 

broyage des coques de lupin, 

extraction des lipides totaux contenus dans les coques de lupin broyees a l'aide 
d'un solvant organique choisi dans le groupe constitue par les alcanes aliphatiques, les 
30 alcanes aromatiques, les alcools aliphatiques et leurs derives halogenes, et 
purification des lipides obtenus pour obtenir un extrait riche en lupeol. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que le solvant organique est 
l'hexane. 
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9. Procede selon Tune quelconque des revendications 7 et 8, caracterise en ce que 
la purification des lipides obtenus comprend au moins la succession d'etapes 
suivantes : 

concentration du milieu reactionnel contenant les lipides par evaporation du 
5 solvant organique sous vide afin d'obtenir une teneur en lipides comprise entre 0,1 et 
90 % en poids, avantageusement entre 10 et 30 % en poids, de maniere encore plus 
avantageuse 20% en poids, puis 
cristallisation. 

10 10. Procede selon Tune quelconque des revendications 7 et 8, caracterise en ce que 
la purification des lipides obtenus comprend au moins la succession d'etapes 
suivantes : 

evaporation du solvant sous vide, puis dissolution dans un alcool aliphatique, 
saponification, 
15 - cristallisation par refroidissement, et 
filtration et/ou lavage et/ou essorage. 

11. Procede selon Tune quelconque des revendications 7 et 8, caracterise en ce que 
la purification des lipides obtenus comprend au moins la succession d'etapes 

20 suivantes : 

evaporation du solvant sous vide, puis dissolution dans un alcool aliphatique, 
saponification, 

extraction liquide-liquide des insaponifiables de coques de lupin a l'aide d'un 
solvant organique choisi dans le groupe constitue par les alcanes aliphatiques et leurs 
25 derives halogenes, et 

purification des insaponifiables par lavage, puis evaporation des solvants sous 
vide et sechage. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que le solvant organique 
30 pour Petape d'extraction liquide-liquide est le dichloroethane. 
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13. Procede selon l'une quelconque des revendications 9 a 12, caracterise 
qu'il comprend en outre une ou plusieurs etape(s) finale(s) de recristallisation. 
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